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Zusammenfassung: 8-Brom-ATP ist Substrat der Nucleosiddiphosphatkinase. Die Substratspezifität (Äfm) des Ana-
logons ist nicht signifikant verschieden vom unmodiflzierten ATP. Die Spezifität des Enzyms ist nicht von der
Substratkonformation abhängig.
Da das bei der Nucleosiddiphosphatkinase-Reaktion entstehende 8-Brom-ADP kein Substrat der Pyruvatkinase ist,
ist der übliche optische Test im Falle dieses Analogons nicht anwendbar. Es wurde deshalb die ADP-Bildung der
Nucleosiddiphosphatkinase-Reaktion chromatographisch verfolgt.
Chromatographie investigation of the substrate properties of 8-bromo-ATP in the nucleoside diphosphate kinase
reaction
Summary: 8-bromo-ATP is a substrate of nucleoside diphosphate kinase. Its reactivity is similar to that of ATP, and
the reaction appears to be unaffected by the different conformations of these two substrates.
The nucleoside diphosphate kinase reaction with 8-bromo-ATP cannot be monitored photometrically (optical test)
using an NADH/NAD*"-dependent enzyme system, because the product 8-bromo-ADP is not a substrate for pyruvate
kinase. Measurements of the nucleoside diphosphate kinase reaction with 8-bromo-ATP therefore, were carried out
by Chromatographie analysis of the nucleoside-triphosphate/diphosphate ratio.
Einleitung
Nucleotidanaloga gilt neuerdings größere Aufmerk-
samkeit hinsichtlich ihrer therapeutischen Anwendbar-
keit (l, 2). Experimentelle Untersuchungen über die
Beteiligung von Analoga natürlich vorkommender
Nucleotide an enzymatischen Reaktionen des Nucleo-
tidstoffwechsels liegen deshalb im klinisch-biochemischen
Interesse.
Die vorliegende Arbeit befaßt sich mit den Eigenschaften
eines Adenosin 5 '-Ö-triphpsphat (ATP>Analogons, dem
8-Brom-ATP, als Phösphoryldonator gegenüber Nücleo-
siddiphösphaten in der von der Nuclepsiddiphosphat-
kinase katalysierten PhosphoryltransferrReaktion.
*) Diese Arbeit enthält Ergebnisse der Med. Dissertation von
G. N.
Material und Methoden
[14C]8-Brom-ATP wurde aus [14C)ATP (50 mCi/1,196 Ci/mol,
Amersham-Buchler, Braunschweig) durch Bromieren in wäßriger
Lösung hergestellt (3, 4). Die Aktivität der eingesetzten Nucleo-
tidlösungen betrug: [ 14C]8-Brom-ATP l = 3,0 4 Imp/
min, f 14C]ATP l = 9,7 5 Jmp/min. Die Reinheits-
kontrolle des ATP-Analogons erfolgte durch Liquid- (5, 6) und
Dünnschichtchromatographie. Die Dünnschichtchromatographie
wurde auf PEI-Cellulosefolien (Polygram CEL 300 PEI/UV,
Macherey und Nagel, Düren) aufsteigend mit 0,75 mol/1
KH2PO4 pH 4.1 als Fließmittel ausgeführt. RrWerte: 8-Brom-
ATP = 0,19; ATP = 0,25; 8-Brom-ADP = 0,48; ADP = 0.59,
Nucleosiddiphosphatkinase aus Rinderleber (ATP: nucleoside
diphosphate kinase EC 2.7.4.6; 5 mg/ml, etwa 80 units/mg,
Boehringer Biochemica, Mannheim). Radioaktivitätsmessungen
wurden im Flüssigkeitsscintillationszähler (Packard Tricarb,
Modell 544) ausgeführt.
Ergebnisse und Diskussion
Photometrisch wird der von der Nucleosiddiphosphat-
kinase katalysierte Phosphoryltransfer im Indikator-
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system a-c getestet (vgl. I.e. (7), (8), (9)):
a) ATP + dGDP Nucleosiddiphosphatkinase
b) ADP + Phosphoenolpyruvat ^
cOPyruvat + NADH +
Pyruvatkinase
ADP + dGTP
^ ATP + Pyruvat
Lactatdehydrogenase
 v Lactat + NAD+
Wird 8-Brom-ATP in diesem Indikatorsystem auf seine
Substrateigenschaften hin untersucht, so zeigt sich im
optischen Test keine Reaktion. Es wird darüber hinaus
in Anwesenheit von ATP eine kompetitive Hemmung der
Gesamtreaktion a-c (K{ = 400 / ) durch das ATP-
Analogon beobachtet. Diese Befunde konnten.aufgrund
chromatographischer Auftrennung der Ansätze der
Reaktion b des Indikatorsystems zugeordnet werden.
8-Brom-ATP ist Substrat der Nucleosiddiphosphatkinase,
das Reaktionsprodukt 8-Brom-ADP aber kein Substrat
der Pyruvatkinase.
a) 8-Brom-ATP + dGDP
b) 8-Brom-ADP + Ehosphoenolpyruvat
Nudeosiddiphosphatkinase
8-Brom-ADP + dGTP
Aus den o. g. Gründen konnte das Substratverhalten von
8-Brom-ATP gegenüber der Nucleosiddiphosphatkinase
im Reaktionsansatz nicht mit einem Indikatorsystem
verfolgt werden, sondern mußte chromatographisch aus-
gewertet werden. Zur Überprüfung des chromatogra-
phischen Verfahrens wurde die Nucleosiddiphosphat-
kinase-Reaktion zunächst mit [14C]ATP untersucht. Der
Reaktionsansatz enthielt: 300 0,25 mol/1 Tris/HCl
pH 7,5, 125 ;il 0,1 mol/1 MgCl2, 10 0,5 mol/1 KC1,
10 0,03 mol/1 dGDP, 2,5 Nucleosiddiphosphatkinase.
Die [14C]ATP-Konzentration variierte im Reaktions-
ansatz zwischen 0,11 und 1,7 mmol/1. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von ATP gestartet. Innerhalb der
ersten 20 Sekunden (linearer Bereich) nach dem Start
der Reaktion wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
mehrere (4-5) Proben von je 50 entnommen und in
Eppendorfgefäßen, die 10 0,25 mol/1 ortho-Phos-
phorsäure enthielten, denaturiert. Die Start- und Ent-
nahmezeit wurde auf einem Schreiber (Papiervorschub
250 mm/min) markiert. Aliquote Teile der denaturierten
Proben wurden wie oben beschrieben aufgetrennt. Die
Radioaktivität der [14C]ADP-Flecken wurde nach Aus-
schneiden aus der Dünnschichtchromatographie-Folie
im Scintillationszähler gemessen. In entsprechender
Weise wurden die Standardchromatogramme für
[14C]ATP bzw. [ 14C]ADP ausgewertet.
Abbildung l zeigt das Lineweaver-Burk Diagramm für die
Bestimmung der Michaelis-Menten Konstanten Km für
ATP. Km (ATP) = 0,59 (0,40-0,91)2) mmol/1 gegenüber
Km (ATP) = 0,67 mmol/1 im optischen Test (Literatur
10
2) Vertrauensbereich 95% für die graphische A"m-Bestimmung,
vgl. dazu (10).
•i l




Abb. 1. Lineweaver-Burk-Ülagi&mm für die Bestimmung von
*m(ATP).
y = 0,89 (± 0,13)2)x+ 1,51 (± 0,39); r = 0,99.
Km (ATP) = 0,59 (0,40-0,91)2) mmol/1.
V= 0,66 (0,53-0,98)2) /min - Ansatz.
52,8 (42,4-71,2)2) Mmol/min - mg Nucleosid-
diphosphatkinase.
(l 1): Km (ATP) = 0,5 mmol/1). Entsprechend wurde -
wie für ATP beschrieben - das Substratverhalten von
[14C]8-Brom-ATP untersucht; Die 8-Brom-ATP-Konzen-
tration im Reaktionsansatz variierte zwischen 0,19 und
1,4 mmol/1. Die experimentellen Befunde sind graphisch
in Abbildung 2 im Lineweaver-Burk Diagramm aufge-
tragen. Die Bestimmung der Michaelis-Menten Konstante
ergab Km (8-Brom-ATP) = 1,07 (0,68-1,97)2) mmol/1.
Die Km- und die K-Werte (vgl. Legende Abb. l, 2) des
natürlichen und des chemisch modifizierten ATP-unter-
scheiden sich somit unter Zugrundelegung des o.a. Ver-
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Abb. 2. Lineweaver-Burk-Diagiamm für die Bestimmung von
Km (8-Brom-ATP).
y = 1,03 (± 0,13)2) x + 0,96 (± 0,37); r = 0,98.
Km (8-Brom-ATP) = 1,07 (0,68-1,97)2) mmol/1.
K= 1,04 (0,75-1,69)2) / - Ansatz.




Abb. 3. a) Konformation des ATP.
Stellung der Base: anti\ Stellung der exocyclischen
C4'-O5'*Gruppe: gauche, gauche.
b) Konformation des 8-Brom-ATP.
Stellung der Base: syn; SteUung der exocyclischen
e: gauche, trans.
trauensbereiches nicht signifikant, obwohl beide Nucleo-
tide in Lösung in unterschiedlichen Konformationen
(Abb. 3 a, b) vorliegen. Im ATP nimmt die Nucleobase
bevorzugt eine awft'-Position um die N-glykosidische
Bindung ein (12-14), im bromierten ATP dagegen liegt
der Adenin-Ring aus sterischen Gründen in der syn-Kon-
formation vor (12-14). Mit der syn/anti-Konfoirnztion
hängt die Position der exocyclischen C5'-05'-Gruppe
und damit die Stellung der Phosphatkette relativ zur
Ribose eng zusammen. So ist die exocyclische C5'-05;-
Gruppe im ATP wegen der elektrostatischen Anziehung
zwischen dem C8-H und dem 05' in einer gauche, gauche-
Position stabilisiert, während im 8-Brom-ATP aus der
syw-Konformation der Nucleobase eine elektrostatische
Abstoßung zwischen dem N3 und dem 05' resultiert,
weshalb eine gauche, £r0/w--Konformation bevorzugt ist
(13—15). Im Gegensatz zu anderen Enzymen des
Nucleotid- und Nucleinsäurestoffwechsels (16) sowie des
mitochondrialen Adeninnucleotidtranslokators (6,17) ist
die Nucleosiddiphosphatkinase nicht konformations-
spezifisch. Die biologische Funktion dieses Enzyms ist
nicht an eine ungehinderte syn ^  anti Isomerisierung
des Nucleotids gebunden. 8-Brom-ATP kann somit ATP
als Phosphoryldonator in der Nucleosiddiphosphat-
kinase-Reaktion ersetzen. In situ Messungen an der
mitochondrialen Nucleosiddiphosphatkinase, die vor-
wiegend im mitochondrialen Intermembranraum loka-
lisiert ist (18), zeigten das gleiche Substratverhalten
dieses ATP-Analogons.
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